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54) PROCEDE DE FRACTIONNEMENT D'UNE MATIERE COMPOSEE DE PLUSIEURS CONSTITUANTS A L'AIDE 
D'UNSOLVANTAPRESSIONSUPERCRITIQUE. 



. (§y La pr£sente Invention conceme un proc6de* de frac- 
tlonnement d'une matiere naturelle ou synth6tique compo- 
. see de plusleurs constltuants et contenant au moins un 
composant a caractere amphiphile, caract6ris6 en ce que 
iedlt fractionnement est realise a I'aide d'un sofvant a pres- 
slon supencritique a partlr d'une dispersion de ladlte matiere 
au sein d'un liquids Insoluble ou tres faiblernent soluble 
— dans le solvant a pression supercritique. Avantageusement 
< le proc6d6 de i'invention est mis en oeuvre sur un melange 
de llpides comme par example une hulle extraite de c6r6ale. 

■ 



00 

o> 

CM 
DC 



IIIIIIIII 


mini 


limn 


mil 


iiiiiiiii 



PROCEDE DE FRACTIONNEMENT D'UNE MAT I ERE COMPOSEE 
DE PLUSIEURS CONSTITUANTS A L 1 AIDE D' UN SOLVANT A PRESSION 
SUPERCRITIQUE 

La pr^sente invention concerne un proc6d6 de 
f ractionnement d f une matidre premiere compos^e de plusieurs 
constituants k l'aide d'un solvant h pression supercritique. 
On entend par solvant k pression supercritique selon 
1' invention, un solvant en etat supercritique ou un liquide 
subcritique. Plus particulierement 1 1 invention se rapporte a 
un proc^de de f ractionnement d'un melange de lipides afin 
d'obtenir des fractions riches en certains lipides polaires 
appartenant aux classes des sphingolipides dont les 
ceramides, des glycolipides et des phospholipides . 

Un solvant en etat supercritique est caract£ris£ 
soit par une pression et une temperature respectivement 
sup^rieures k la pression et h la temperature critiques dans 
le cas d'un corps pur, soit par un point repr^sentatif 
(pression, temperature) situe au-dela de l'enveloppe des 
points critiques repr6sent£s sur un diagramme (pression, 
temperature) dans le cas d'un melange. On sait qu'un solvant 
en etat supercritique presente, pour de tr£s nombreuses 
substances, un pouvoir solvant eieve sans commune mesure 
avec celui observe dans ce m§me solvant & l'6tat de gaz 
comprint. II en est de m§me des liquides dits 
"subcritiques" . Des liquides subcritiques sont dans un etat 
caracterise soit par une pression superieure & la pression 
critique et par une temperature inferieure k la temperature 
critique dans le cas d'un corps pur, soit par une pression 
superieure aux pressions critiques et une temperature 
inferieure aux temperatures critiques des composants dans le 
cas d'un melange (Michel PERRUT, les Techniques de 
1'Ingenieur, Extraction par fluide supercritique, J 2, 770, 
1 a 12, 1999). Les variations importantes et modulables du 
pouvoir solvant de ces fluides sont d'ailleurs utilisees 
dans de nombreux precedes d'extraction (solide/f luide) , de 
f ractionnement ( liquide/ f luide) , de chroma tographie 
analytique ou preparative, de traitement des materiaux 
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(ceramiques, polymeres, etc.). Des reactions chimiques ou 
biochimiques sont 6galement r£alisees dans de tels solvants. 
II est a noter que les proprietes physico-chimiques du 
dioxyde de carbone ainsi que ses coordonnees critiques 
(pression critique : 7,4 MPa et temperature critique : 31°C) 
en font le solvant prefere dans de nombreuses applications, 
surtout qu'il ne pr6sente pas de toxicity et est disponible 
a tres bas prix en trfes grande quantite. Solvant non 
polaire, le dioxyde de carbone, porte a pression 
supercritique est . parfois additionne d'un co-solvant 
consistant en un solvant organique polaire qui va modifier 
le pouvoir solvant de facon notable surtout vis-a-vis de 
molecules presentant une certaine polarite, l'ethanol etant 
souvent utilise a cette fin. 

II faut rappeler que les corps sont g6ndralement 
connus sous trois etats : solide, liquide et gazeux. On 
passe de l'un a 1' autre en faisant varier la temperature 
et/ou la pression. Or il existe un point au-dela duquel on 
peut passer de l'etat liquide a l'etat gaz ou vapeur sans 
passer par une ebullition ou a 1' inverse par une 
condensation, mais de fagon continue, ce point est appele le 

point critique. 

L'un des avantages principaux des proc£d<§s 
mettant en ceuvre les solvants a pression supercritique 
reside dans la facilite de realiser la separation entre le 
solvant (le fluide) et les extraits et solutes, ainsi qu'il 
a ete d«§crit dans de nombreuses publications, comme par 
exemple dans le brevet francais publie sous le No. 2 584 
618. Les propri6t6s interessantes de ces fluides sont 
d'ailleurs utilisees depuis longtemps en extraction solide- 
fluide et f ractionnement liquide-f luide, ainsi qu'il est 
decrit dans 1' article cit4 ci-dessus. 

Le procede de 1' invention est tout 
particulierement adapte au f ractionnement de matiere 
premiere naturelle ou synthitique compos^e de plusieurs 
constituants, et contenant au moins un composant a caract^re 
amphiphile, dont on souhaite extraire un ou plusieurs 
constituants sous forme purifiee. Ce but est atteint grace a 
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un proc£d£ de f ractionnement d'une mati£re premiere 
naturelle ou synthetique compos^e de plusieurs constituants 
et contenant au moins un composant a caractere amphiphile, 
caracterise en ce que ledit f ractionnement est r6alis6e k 
5 l'aide d'un solvant a pression supercritique k partir d'une 

dispersion de ladite matiere premiere au sein d'un liquide 
insoluble ou tr6s faiblement soluble dans le solvant k 
pression supercritique. 

Des mati^res premieres pref£r£es auxquelles le 

10 proc£d6 de 1' invention est tout particulierement adapte sont 

celles dont l'un au moins des constituants est, k l'6tat 
purifi6, semi-liquide, p&teux ou m§me solide, et dont le 
caractere visqueux empSche de les traiter en colonne. 

Le composant amphiphile peut etre ajout6 a la 

15 matiere premiere de depart k fractionner ou £tre l'un des 

constituants de celle-ci comme dans le cas d'une matiere 
premiere constitu§ d'un melange de lipides. 

On entend par dispersion tant une emulsion 
qu'une suspension de la matiere au sein d'un liquide 

20 insoluble ou tr£s faiblement soluble dans le solvant a 

pression supercritique. 

Le proc6d6 de 1* invention est done 
particulierement avantageux pour fractionner, extraire ou 
isoler un ou plusieurs constituants de la matiere premiere 

25 - de depart. Il consiste plus particulierement k effectuer les 
Stapes suivantes : 

a) on prepare une dispersion k base de ladite 
matiere premiere au sein d'un liquide insoluble ou tr&s 
faiblement soluble dans le solvant k pression supercritique. 

30 b) on soumet ladite dispersion a une extraction 

k 1'aide d'un'solvant k pression supercritique, 

c) on recueille apr&s ladite extraction deux 
fractions dont l'une est enrichie en l'un au moins d'un des 
constituants de la matiere premiere, 

35 d) £ventuellement, on r6p6te 1' extraction sur 

l'une au moins des fractions recueillies k 1" extraction 
pr6c<§dente un nombre de fois suffisant pour obtenir l'un des 
constituants de la mati&re premiere sensiblement purifi6 
dans une fraction. 
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Apr6s la premiere extraction du proced6 de 
1' invention, on recueille un raffinat et un extrait et l'on 
pr£f£re notamment dans le cas d'une matidre premiere 
constitute d'une melange de lipide, effectuer les 
5 extractions suifvantes sur le raffinat obtenu a 1* extraction 

pr6c6dente , 

Le proctdt de 1' invention s ' inttresse plus 
particuli&rement au f ractionnement de lipides d'origine 

10 naturelle en vue d'obtenir k l'6tat purifit differents 

composts polaires ou neutres. 

Les lipides polaires sont connus pour presenter 
des proprittes physicochimiques particulierement bien 
adapttes pour la preparation de dispersion dans l'eau, dans 

1 5 un solvant organique ou dans un melange d ' eau et de phase (s) 

organique (s) , entrant dans la composition de produits 
cosmetiques, dermatologiques ou pharmaceutiques . En effet, 
ces lipides polaires sont des tensio-actif s remarquables 
pour stabiliser des interfaces eau-huile, et ils entrent en 

20 jeu dans la constitution des membranes des cellules 

vivantes. A ce jour, il est extr&nement difficile d'obtenir 
la plupart des lipides polaires k l'ttat pur k une tchelle 
permettant des applications industrielles . Ainsi, a quelques 
exceptions pr£s, ces produits ne sont disponibles que comme 

25 rtactifs de laboratoire k des prix 61ev6s. Par corxtre, des 

melanges riches en lipides polaires sont disponibles k tr£s 
grande tchelle, telles les Itcithines largement employees 
dans l'industrie alimentaire et en dietetique. Il apparait 
done interessant de fractionner ces melanges en vue 

30 d'obtenir certains de leurs composants k l'etat purifit en 

vue de les utiliser dans des applications k haute valeur 
ajoutte car leiirs proprittts premieres exceptionnelles comme 
leur stcuritt notamment virale, du fait de leur origine 
vtgttale, sont difficiles k trouver dans d'autres classes de 

3 5 produits m§me synthetiques . 

Les lipides neutres sont aussi utiles dans le 
domaine cosmttique, mais tgalement, comme les lipides 
polaires, dans le domaine agro-alimentaire. Ainsi, le 
proctdt de 1' invention est tout particulierement inttressant 
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pour le degommage des huiles alimentaires qui vise a 
eliminer les lipides polaires de l'huile. En effet, les 
lipides polaires sont susceptibles de limiter les proprietes 
organoleptiques et techniques de ces huiles. 
5 En consequence, le procede de 1* invention 

concerne plus particulierement une matiere premiere 
comprenant principalement un melange de lipides, comme 
notairanent une huile extraite de c^reale par exemple de bie, 
de gluten de bie, d'orge, d'avoine, de millet, de riz, etc.... 

10 Tout particulierement, le procede de 1 ' invention 

consiste h fractionner le melange de lipides en fonction de 
la polarite des constituants . Ainsi, le precede de 
1' invention permet d'obtenir, k 1 ' issue d'une ou plusieurs 
extractions, une ou plusieurs fractions tr&s riches en 

15 certains lipides polaires appartenant aux differentes 

classes suivantes : les sphingolipides, dont les c^ramides 
et les c<§r6brosides, les glycolipides, dont les 
monogalactosyldiglyc^rides et les digalactosyldiglyc£rides, 
les phospholipides et parmi ceux-ci notairanent les 

20 phosphatidyl -cholines, les phosphatidyl-ethanolamines , les 

phospholipides acides, et leurs derives. 

Avantageusement, la dispersion est r6alis6e dans 
de I'eau ou dans une solution aqueuse de solvants organiques 
solubles dans l'eau, tels les alcools et de preference 

25 methanol, les cetones et de preference 1' acetone, les 

esters et de preference 1* acetate d'ethyle. 

Selon un mode de mise en ceuvre pref6re du 
procede de 1' invention, on utilise comme solvant a pression 

30 supercritique pour l'une au moins des extractions, le 

dioxyde de carbone pur ou en melange avec differents co- 
solvants choisis parmi les hydrocarbures legers comprenant 
entre 2 et 8 atomes de carbone, les alcools et de preference 
methanol, les cetones et de preference 1- ace tone, les 

/3 5 esters et de preference 1' acetate d'ethyle, les 

hydrocarbures halogens et de preference les hydrocarbures 
fluores, Avantageusement, l'une au moins des extractions est 
alors realisee avec du dioxyde de carbone pur ou en melange 
avec un ou plusieurs des co-solvants cites ci-dessus, & une 
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pression comprise entre 7,4 et 50 Mpa et de preference entre 
10 et 40 MPa et k une temperature comprise entre 0 et 80°C. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre pr6f6r6 du 
proc£d£ de 1' invention, on utilise comme solvant k pression 
supercritique pour l'une au moins des extractions, un 
hydrocarbure ayant entre 2 et 5 atomes de carbone, et de 
preference 3 ou 4 atomes de carbone- En effet, dans le cas 
du fractionnement d'un melange de lipides, ce second type de 
solvant s f av6re particuli&rement performant dans la premiere 
phase de separation des lipides neutres et des lipides 
polaires. En consequence, la premiere extraction de l*etape 
(b) est alors avantageusement r6alis6e avec un hydrocarbure 
ayant entre 2 et 5 atomes de carbone, et favorablement 3 ou 
4 atomes de carbone, & une pression comprise entre 4,2 et 20 
MPa, et plus favorablement entre 5 et 15 MPa et k une 
temperature comprise entre 0 et 80°C. 

Le proc£d£ de 1 1 invention peut £tre mis en oeuvre 
en utilisant un syst&ne de fractionnement en discontinu par 
charges successives ou en continu sur colonne et dans ce 
dernier cas avantageusement sur une colonne fonctionnant k 
contre-courant . Un proc£d6 de fractionnement sur colonne 
fonctionnant k contre-courant est aussi appeie dans 1 1 art 
anterieur "fractionnement f luide-liquide ou liquide-liquide 
k contre-courant". La mise en oeuvre et les applications du 
fractionnement k contre-courant sont largement d^crites dans 
l'art ant^rieur (G. BRUNNER "Gas Extraction," chapitre 8, 
paru en 1994, Ed, Springer, ISBN 0-387-91477-3), notamment 
dans le cas des lipides (Supercritical Fluid technology in 
Oil and Lipid Chemistry, 1996, edite par J.W. KING et G.R. 
LIST, ISBN 0-935315-71-3), II est utile de rappeler que les 
lipides, solubles dans les solvants organiques et insolubles 
dans les solvants aqueux, pr£sentent des solubilit6s 
diff£rentes dans les solvants k pression supercritique selon 
la polarite des molecules concern^es et la nature des 
solvants mis en oeuvre, Ainsi, le dioxyde de carbone pur est 
utilise comme solvant des triglycerides et permet d'extraire 
les huiles de differentes sources naturelles comme les 
graines oieagineuses (brevets Britanniques No. 1 356 749 et 



2799984 

7 

No. 1,356,750 ; brevet US 3 939 281), II est egalement 
connu que ce solvant n'extrait pas les lipides polaires 
comme les lecithines presents dans ces m£mes graines. Cette 
selectivity est d'ailleurs utilis^e lors de 1 ' extraction des 
lipides du jaune d'ceuf au sein duquel il est pr6f Arable de 
ne pas extraire les phospholipides dont les propri£t£s 
tensio-actives contribuent favorablement k la quality 
organoleptique des aliments incorporant ce jaune d'oeuf 
deiipide, en patisserie en particulier. II est egalement 
connu qu'on peut obtenir une 16ci thine totalement 
ddbarrass^e de lipides neutres k partir d'huiles d'origine 
v6g6tale extraites par la methode classique k l'hexane. 
Neanmoins, les operations de f ractionnement de lipides & 
l'aide de solvants k pression supercritique se heurtent 
souvent k de s&rieuses difficulty de mise en oeuvre car les 
phases initiales ou r£sultantes sont souvent tr&s p&teuses, 
ce qui rend le contact avec le fluide solvant difficile 
voire impossible realiser. Certains dispositifs ont ete 
d^crits pour traiter ce probl&me, comme par exemple un 
systeme d'extracteur & jet propose par Eggers E. et Wagner 
H. , ("Proceedings of the Third International Symposium on 
Supercritical Fluids", ISBN 2-905267-23-8, 1994, Tome 2, 
p. 125-130) pour d£shuiler une lecithine de soja. Toutefois, 
il apparait que ce syst&me correspond k un etage th6orique 
et ne peut valablement §tre mis en oeuvre que pour realiser 
des separations pour lesquelles le facteur de separation est 
eieve. Par contre, on ne peut realiser ainsi un 
f ractionnement de composes trks voisins requerant un nombre 
eieve de plateaux theoriques g6neralement mis en oeuvre sur 
des colonnes multietagees k plateaux perfores ou garnissage 
fonctionnant k contre-courant, equipements non utilisables 
avec des produits de tr£s haute viscosite, comme certains 
melanges de lipides, ou susceptibles de cristalliser ou de 
se solidifi^r en entralnant le bouchage des colonnes. 

Dans le cas du f ractionnement d'un melange de 
lipides, on pref£re done tout particulierement realiser 
1' extraction k l'aide d'un solvant k pression supercritique 
sur une colonne fonctionnant k contre-courant avec reflux 
d'extrait de fagon & ce que la fraction obtenue en t£te de 
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colonne apres separation du solvant, appelee g^n^ralement 
extrait, soit considerabiement enrichie en lipides les moins 
polaires par rapport a la matiere premiere de depart. La 
fraction recueillie en pied de colonne, appelee gen^ralement 
raffinat, se presente sous la forme d'une dispersion dans un 
liquide et est considerabiement enrichie en lipides les plus 
polaires. Le seuil de coupure de cet enrichissement est 
determine par les conditions operatoires . Par exemple, un 
premier traitement d'un melange de lipides neutres et 
polaires selon ce mode de mise en osuvre permet d'obtenir en 
tete de colonne un extrait considerabiement enrichi en 
lipides neutres et un raffinat considerabiement enrichi en 
lipides polaires. Cette premiere etape est couramment nomm.ee 
deshuilage. Dans le cas de raffinage de lecithines brutes, 
elle permet d'acceder k un raffinat qui se presente sous la 
forme d'une dispersion de lipides polaires. Ce premier 
raffinat peut directement etre traite selon le m£me procede 
avec des conditions operatoires qui definissent un seuil de 
fractionnement plus eieve en termes de polarite. Ainsi, le 
traitement de ce premier raffinat selon les etapes (b) et 
(c) du procede objet de la present e invention permet 
d'obtenir un extrait enrichi en lipides polaires les moins 
polaires et un nouveau raffinat enrichi en lipides polaires 
les plus polaires. Ce deuxieme raffinat se presente sous la 
forme d'une dispersion de lipides polaires et peut etre a 
son tour traite selon les etapes (b) et (c) du procede de 
1' invention avec de nouvelles conditions operatoires 
definissant un seuil de coupure superieur a celui du 
traitement precedent en terme de polarite. 

Cet enchainement de traitement consistant a 
repeter les etapes (b) et (c) peut s'effectuer directement 
sur chaque nouveau raffinat de fagon h aboutir a un 
fractionnement fin de la matiere premiere. 

Un exemple d'un tel procede selon 1' invention 
consiste a realiser les etapes (b) et (c) sur une colonne 
fonctionnant a c on t re -c our ant avec reflux d' extrait, avec un 
solvant £ pression supercritique constitue de dioxyde de 
carbone en melange avec de methanol £ une concentration 
comprise entre 1 et 5% masse, porte & une pression comprise 
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entre 7,4 et 50 MPa, et de preference entre 15 et 30 MPa, k 
une temperature comprise entre 32 et 80°C, de fagon k ce que 
le fractionnement d'une charge ne contenant plus de lipides 
neutres conduise k une fraction obtenue en t§te de colonne 
5 apr£s separation du solvant, qui est tr£s enrichie en 

sphingo lipides, dont les c6ramides et les c6r<§brosides, et 
en monogalactosyl diglyc6rides par rapport k la charge. Puis 
on realise k nouveau les Stapes (b) et (c) sur une colonne 
fonctionnant k contre-courant avec reflux d'extrait, avec un 

10 solvant k pression supercritique constitue de dioxyde de 

carbone en melange avec de methanol k une concentration 
comprise entre 3 et 8% masse, k une pression comprise entre 
7,4 et 50 MPa, et de preference entre 12 et 30 MPa, k une 
temperature comprise entre 32 et 80°C, de fagon k ce que le 

15 fractionnement d'une charge constitue par le raffinat obtenu 

precedemment conduise a une fraction obtenue en tSte de 
colonne apr£s separation du solvant, qui est trhs enrichie 
en digalactosyldiglycerides par rapport k la charge. 

20 Une autre methode de fractionnement des lipides 

a et6 recemment decrite dans le brevet americain US 
No. 5 759 549, consistant k adsorber le melange k 
fractionner sur un solide poreux d'oii les differents 
composants sont extraits success ivement par un solvant k 

25 pression supercritique dont le pouvoir solvant et la 

polarite sont success ivement augmentes . Ce procede, dont le 
concept a ete utilise depuis plusieurs armies par plusieurs 
auteurs, est connu sous le nom d ' "extrographie" , designant 
la combinaison d' extraction et de chromatographic . Ce 

30 procede peut §tre opere avec une haute seiectivite, par 

combinaison de la seiectivite du solide adsorbant et de 
celle du solvant k pression supercritique, mais requiert des 
moyens complexes et ne peut §tre mis en ceuvre qu'en mode 
discontinu par charges successives, ce qui induit des frais 

35 operatoires trks eiev6s. 

Un autre mode de mise en oeuvre du procede de 
1 ' invention sur un melange de lipide consiste done k 
realiser le fractionnement en discontinu dans un contacteur 



2799984 

10 

constitue d'un recipient sous pression eventuellement dote 
d'un garnissage destine k ameiiorer la quality du contact 
entre les deux phases du melange k fractionner mis 
initialement en Emulsion k l'etape (a), avec un solvant k 
pression supercritique dont le pouvoir solvant va £tre 
modifie en plusieurs Stapes successives de manifere k 
extraire success ivement les differentes families de lipides 
par ordre croissant de polarity. Cette operation est rendue 
possible par le fait que les lipides non encore extraits ne 
pr^cipitent pas sous une forme de peLte qui serait observ6e 
si on traitait le melange initial cornme tel, mais restent en 
dispersion dans une phase liquide au sein de laquelle on 
peut faire percoler le fluide solvant dans de bonnes 
conditions pour le transfert de mati&re entre phases. De 
plus, k la fin de 1' operation, on peut vidanger le 
contacteur sans probl^me puisque le raffinat se pr^sente 
sous forme d'une phase liquide de faible viscosity . 

Dans une forme de mise en oeuvre particuli^rement 
avantageuse, le proc6d6 de f ractionnement est realise en 
continu. Le proc6d6 de 1' invention en continu, applique sur 
un melange de lipides, comprend les Stapes suivantes : 

- on prepare une emulsion £ base du melange de 
lipides A fractionner dans de l'eau; 

on traite . 1' emulsion sur une colonne 
fonctionnant k contre-courant avec reflux d'extrait, op^r^e 
avec du dioxyde de carbone pur ou additionne d'un co-solvant 
k pression supercritique dans des conditions de pression et 
de temperature telles que la fraction obtenue en t£te de 
colonne apr&s separation du solvant, appeiee generalement 
extrait, est consid^rablement enrichie en lipides neutres, 
tels les triglycerides et les sterols, et appauvrie en 
composes polaires qui sont quasiment en totalite r6cuperes 
en pied de colonne dans la fraction appel6e raffinat se 
presentant comme une dispersion dans l'eau, ou un melange 
eau-cosolvant ; 

- le raffinat est fractionne sur une colonne 
fonctionnant k contre-courant avec reflux d'extrait, operee 
avec du dioxyde de carbone, additionn6 d'un co-solvant 
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polaire, a pression supercritique comme solvant dans des 
conditions de pression et de temperature telles que la 
fraction obtenue en tete de colonne apres separation du 
solvant, est considerablement enrichie en composes les moins 
polaires, tels les sphingolipides, dont les ceramides, et 
les monogalactosyldiglycerides (MGDG) , et appauvrie en 
composes les plus polaires, tels les glycosphingolipides et 
les digalactosyldiglycerides (DGDG) et les phospholipides, 
qui sont tous recuperes en pied de colonne sous forme d'une 
dispersion dans une solution aqueuse du co-solvant polaire 
utilise,- 

le raffinat, obtenu lors de 1 ' etape 
precedente, est fractionne sur une colonne fonctionnant a 
contre-courant avec reflux d'extrait, operee avec du dioxyde 
de carbone, additionne d'un co-solvant polaire, choisi 
avantageusement identique a celui utilise dans 1' etape 
precedente, a pression supercritique comme solvant dans des 
conditions de pression et de temperature telles que la 
fraction obtenue en tete de colonne apres separation du 
solvant, est considerablement enrichie en composes 
moyennement polaires, tels les digalactosyldiglycerides 
(DGDG) , et appauvrie en composes les plus polaires, tels les 
phospholipides, qui sont tous recuperes en pied de colonne 
sous forme d'une dispersion dans une solution aqueuse du co- 
solvant polaire utilise; 

- on repete plusieurs fois le fractionnement du 
raffinat obtenu a 1 ' etape precedente sur le meme type 
d'equipement mais en accroissant a chaque fois la polarite 
du fluide solvant en faisant varier sa pression, sa 
temperature et teneur en co-solvant, de fagon k separer 
success ivement chacune des families de phospholipides et de 
leurs derives, parmi lesquels on peut citer : phosphatidyl - 
ethanolamine, phosphatidyl-choline, phospholipides acides. 

L' invention se rapporte done aussi a un procede 
de purification des lipide polaires a partir d'une matiere 
naturelle ou synthetique constituee principalement d'un 
melange de lipides, caracteris^e en ce que l'on fractionne 
ladite matiere par un procede decrit precedemment . 
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D'autres avantages et caract£ristiques de 
1' invention apparaitront des exemples qui suivent donnes a 
titre illustratif et dans lesquels il sera fait references 
aux des sins en annexe dans lesquels : 

- la figure 1 represente un contacteur pour la 
mise en ceuvre du procede de f ractionnement selon 
1 1 invention. 

- la figure 2 represente une colonne pour la 
mise en ceuvre du proc6d6 de f ractionnement selon 
1 1 invention. 

Example 1 ; Materiels. 
1) »uiles. 

Les melanges de lipides utilises sont des huiles 
extraites du gluten de ble par les mdthodes 
conventionnelles, dont les compositions massiques obtenues 
par chromatographie en phase liquide, sont les suivantes : 

mthv x 

Triglycerides : 38 % 
Sterols : 4 % 
Sphingolipides : 8,5 % 

Monogalactosyldiglycerides (MGDG) : 10,2 % 
Digalactosyldiglycerides (DGDG) : 25,5 % 
Phospho lip ides : 13,8% 

Dont : Phosphatidyl -ethanolamine ; 5,1 % 
Phosphatidyl-choline : 5,4 % 
flUILE 2 

Lipides neutres : 49 % 
Sphingolipides : 9 % 
MGDG 12 % 
DGDG : 30 % 

L'huile est mise en emulsion dans un melange 
d'eau et d'ethanol par agitation mecanique, avec une 
composition massique de : 84 % d*eau, 10 % d'huile et 6 % 
d • ethanol . 



2) £quipement . 
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Deux appareils out <§t<§ utilises : un contacteur 
fonctionnant en mode discontinu et une colonne f onctionnant 
en mode continu. L'equipement pr6sente sur la figure 1 est 
constitue principal ement en un contacteur (1) cylindrique 
d'un volume de 0,5 litre rempli d' elements de garnissage (2) 
de type Intalox de 10 mm de dimension nominale, qui peut 
§tre balaye par un solvant k pression supercritique dans une 
gaitime de temperatures comprises entre 20 et 80°C et jusqu'S. 
une pression de 30 Mpa. Le solvant est ensuite detendu dans 
une vanne (3) et l'extrait s6par6 dans des s^parateurs (4, 
5, 6) tels que ceux d^crits dans le brevet frangais No. 2 
584 618. 

L'equipement repr6sente sur la figure 2 est 
constitue principalement d'une colonne de fractionn ement (1) 
d'un diam&tre de 58 mm et d'une hauteur de 4 m remplie d'un 
garnissage de type Intalox de 10 mm en acier inoxydable, 
dot6e d'une double- enveloppe divis^e en quatre trongons 
superposes permettant la circulation de fluides caloporteurs 
& des temperatures diff^rentes afin de r^aliser un gradient 
de temperature qui va induire un reflux interne d'extrait, 
comme il est connu dans l'art ant£rieur. Le fluide solvant 
est constitue de dioxyde de carbone qui est comprint St 
l'6tat liquide par une pompe (2) volum£trique k membrane h 
debit reglable entre 10 et 60 kg/h auquel on peut a j outer un 
co-solvant liquide, par exemple constitue de butane 
approvisionne dans un reservoir du commerce, gr£ce k uhe 
autre pompe (3) de m&me type dont le debit peut £tre a juste 
entre 2 et 10 kg/h. Le solvant ainsi comprint k la pression 
souhaitee est rechauffe dans un echangeur de chaleur (4) 
constitue d'un double tube dont le tube exterieur est balaye 
par de l'eau chaude k temperature adequate. La charge k 
traiter, prealablement portee k une temperature suffisante 
pour permettre son pompage, est injectee entre deux Stages 
de la colonne via une pompe (5) volumetrique k membrane dont 
le debit peut §tre regie entre 2 et 10 kg/h. Il est 
egalement possible d'injecter directement le co-solvant 
liquide dans la colonne, f avorablement entre le premier et 
le second etage. Le raffinat sort en pied de colonne, et 
est decomprime jusqu'^ la pression atmospherique via un 
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systeme de sas constitue de deux recipients (6, 7) 
successifs au sein desquels a lieu la detente a des 
pressions inferieures k celle regnant dans la colonne (1), 
permettant le degazage du liquide et le recyclage partiel du 
5 solvant vaporise depuis le recipient (6) . Le solvant charge 

en extrait sort en t§te de colonne, et est decomprime via 
une vanne (8) de type deverseur, la baisse de press ion 
entrainant la demixion du melange qui est admis dans un 
ensemble de separateurs (9, 10, 11) const itues, selon le 

10 systeme decrit dans le brevet frangais FR 2 584 618, dejh 

cite, de chambres cycloniques permettant la separation 
totale de la phase liquide et de la phase gazeuse avec 
apport de chaleur via les parois des separateurs dont la 
double-enveloppe est parcourue par de l'eau chaude, ce qui 

15 perroet d'apporter l'enthalpie requise pour assurer la 

vaporisation du solvant ; la phase liquide est soutiree k 
pression atmospherique via un systeme de sas (12, 13, 14) 
fonctionnant selon le systeme decrit dans le brevet frangais 
FR 2 584 618, dej& cite. Le solvant ainsi debarrasse de 

20 1' extrait et d'une partie du co-solvant est liquefie dans un 

condenseur (15) double-tube dont le tube exterieur est 
parcouru par un melange eau-ethylene glycol refroidi vers 
0°C, et stocke k l'etat liquide vers 5°C dans un reservoir 
(16) dont le niveau est maintenu stable par appoint de 

25 dioxyde de carbone depuis une citerne exterieure. 

3) Analyse CLHP des lipides polairea . 

Phase stationnaire silice non greffee, 
Nucleosil 100-5, 2 cartouches de 125x2 mm couplers, 
30 pr^cedees d'une pirecolonne remplie avec le meme support 

(8x3mm) (Macherey-Nagel , Hoechst, Duren, Allemagne) . 

- Four k colonne, temperature de 30°C. 

- Pompe k gradient quaternaire P1000XR, avec 
degazeur a membrane sous pression partielle (Thermo 

35 Separation Products, San Jose, Calif ornie, USA). 

- Autoinjecteur Kontron autosampler 360 equipe 
d'un boucle d' injection de 5\il (Kontron Instruments, Milan, 
Italie) . 
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- D<§tecteur £vaporatif & diffusion de la lumi£re 
Cunow DDL 11 (Eurosep, Cergy, France), temperature du tube 
Evaporateur de 35°C et pression d' azote de 1 bar. 

Apr£s Evaporation des solvants et dilution dans 
un melange chloroforme/mEthanol, 1/1 v/v, les extraits sont 
analyses avec le gradient suivant, k un d£bit de 0,4 
ml/min. comme indiqu£ dans le tableau 1 ci-dessous. 

Tableau 1 



Temps 
(min) 


Chloro- 
f orme 


Chi oro forme/ 
Methanol 
60/40 


Chloroforme 
/Methanol /Eau 
60/34/6 


0 


100 


0 


0 


1 


100 


0 


0 


11 


0 


100 


0 


27 


0 


0 


100 


31 


0 


0 


100 


32 


0 


100 


0 


1 35 


0 


100 


0 


36 


100 


0 


0 


50 


100 


0 


0 



Rumples 2 : Traitement &g LUmilg SUE mi 

contacteu r en mode discontinue 



1) Extractio n de s l i pid e s neu tre.s de LJaililfi X - 
L'huile 1 est dispers^e sous forme d K &nulsion 

dans un melange eau/£thanol avec les proportions 

eau/huile/6thanol 84/10/6. 

50g de cette Emulsion sont introduits dans le 

contacteur. 

L' extraction est conduite avec un solvant 
constitu<§ de dioxyde de carbone additionn£ de 10 % 
d' heptane, k une pression de 250 bar et une temperature de 
60°C. 

Les sEparateurs sont maintenus k une pression de 
50 bar et une temperature de 50°C. 

Le d^bit de solvant est de 2 kg/h. Apr£s une 
dur£e d' extraction de deux heures, un extrait dans l'heptane 
est recup^re. Apr£s Evaporation du solvant, 2 g de lipides 
neutres sont recupErEs . 
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Le contacteur contient alors un syst&me disperse 
de lipides polaires contenant 2,9 g de lipides polaires avec 
la composition lipidique suivante : 

- Sphingolipides : 14,5 % dont 2 % de ceramides 
5 et 12,5% de glycosphingolipides) 

- MGDG : 18,5 % 

- DGDG : 45 % 

- Phospholipides : 22 % 

Cette suspension stable est parf aitement 
10 soutirable en l'etat du contacteur* Des extractions 

successives peuvent £tre effectues directement sur cette 
Emulsion de lipides polaires sans reprise de la charge. 

2) Extraction <fes jlipideg geut;rss flg I'huiiW 2> 
15 L'huile 2 est dispers^e sous forme d'6mulsion 

dans un melange eau/ethanol avec les proportions 
eau/huile/ethanol 84/10/6. 

50g de cette Emulsion sont introduits dans le 

contacteur. 

20 L' extraction est conduite avec un solvant 

constitue de dioxyde de carbone additionne de 10% d'heptane, 
a une pression de 250 bar et une temperature de 60°C. 

Les separateurs sont maintenus a une pression de 
50 bar et une temperature de 50°C. 

25 Le debit de solvant est de 2 kg/h. Apr&s une 

dur^e d'extraction de deux heures, un extrait dans 1'heptane 
est recupEre. Apres Evaporation du solvant, 2,3 g de lipides 
neutres sont r6cup6r6s 

Le contacteur contient alors un syst^me disperse 

30 de lipides polaires dans un melange eau/ethanol contenant 

2,5 g de lipides polaires avec la composition suivante : 

- Sphingolipides : 17,5 % dont 2,5 % de 
ceramides et 15 % de glycosphingolipides 

- MGDG : 23,5 % 
35 - DGDG : 59 % 

Cette suspension stable est parfaitement 
soutirable en l'etat du contacteur. Des extractions 
successives peuvent etre effectues directement sur cette 
emulsion de lipides polaires sans reprise de la charge. 
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3) ohhgntion d'une coupe riche en sphingoUpifleg 

et MgDG . 

Successivement A la manipulation decrite ci- 
dessus en (1), la dispersion deshuilee est soumise a une 
extraction conduite avec du dioxyde de carbone additionne de 
5 % d'ethanol, a une pression de 250 bar et une temperature 
de 60°C. 

Les separateurs sont maintenus a une pression de 
50 bar et une temperature de 50°C. 

Le debit de solvant est de 2 kg/h. Apres une 
duree d' extraction de trois heures, .un extrait dans 
l'ethanol est recuperet Apres evaporation du solvant, 0,6 g 
de lipides polaires sont recuperes avec la composition 
suivante : 

Sphingolipides (ceramides) : 12 % 
Monbgalactosyldiglycerides : 88 % 

Le contacteur contient alors une suspension 
stable dans un melange eau/^thanol contenant 2,2 g de 
lipides polaires avec la composition suivante : 

Sphingolipides (glycosphingolipides) : 16 % 

DGDG : 57 % 

Phospholipides : 27% 

4) retention d'une coune riche glygaliaiflas* 

La dispersion raffinat obtenue ci-dessus en (3) 
est soumise a une extraction conduite avec du dioxyde de 
carbone additionne de 12% d'ethanol, k une pression de 250 
bar et une temperature de 60°C. 

Les separateurs sont maintenus a une pression de 
50 bar et une temperature de 50°C. 

Le debit de solvant est de 2 kg/h. Apres une 
duree d' extraction de trois heures, un extrait dans 
l'ethanol est recuperet Apres evaporation du solvant, 1,6 g 
de lipides polaires sont recuperes avec la composition 
suivante : 

Sphingolipides (glycosphingolipides) : 22 % 
DGDG : 78 % 
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Le contacteur contient alors une systeme 
disperse stable de lipides polaires dans un melange 
eau/Ethanol contenant 0,6 g de lipides polaires avec une 
teneur en phospholipides supErieure a 98%. 

5) Qbtention d'une coupe riche en DGDG. 

Success ivement a la manipulation dEcrite en (2) 
ci-dessus, la dispersion raffinat dEshuilEe est soumise a 
une extraction conduite avec du dioxyde de carbone 
additionnE de 8% d'Ethanol, a une pression de 250 bar et une 
temperature de 60°C. 

Les sEparateurs sont maintenus a une pression de 
50 bar et une temperature de 50°C. 

Le debit de solvant est de 2 kg/h. Apres une 
duree d' extraction de trois heures, un extrait dans 
l'Ethanol est rEcupErE* AprEs Evaporation du solvant, lg de 
lipides polaires sont rEcupErEs avec la composition suivante 

Sphingolipides : 43 % 

MonogalactosyldiglycErides : 51 % 

Le contacteur contient alors une dispersion de 
lipides polaires dans un mElange eau/ethanol contenant 1,5 g 
de lipides polaires avec une teneur en DGDG supErieure a 
95 %. 

Exemple 3 i Tr aitement de LLhull^ Ear — Etapes 

^uccessives sur une seule colonne en mode continu. 

L'huile, prealablement mise en Emulsion comme il 
a Ete indiquE ci-dessus, est traitEe en plusieurs Stapes 
dans des conditions ou la polaritE du f luide solvant a 
pression supercritique est successivement augmentEe, ainsi 
qu'il a Ete dEcrit ci-dessus, 

1) Extraction des lipides neutres . 

L'huile 1 est mise en Emulsion dans un melange 
eau/Ethanol avec les proportions eau/huile/Ethanol 84/10/6. 

Cette Emulsion est injectee dans la colonne 
entre le troisiEme Etage et 1'Etage supErieur a un dEbit de 
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1,2 kg/h. Un arrosage est effectuee en t£te de colonne a 
1'aide d'eau et k un d£bit de 1,5 kg/h. 

L ' extraction est conduite avec un solvant 
constitue de dioxyde de carbone additionne de 9,7 % 
d'ethanol a 200 bar et 60°C, injecte en pied de colonne a un 
debit de 28,4 kg/h. 

Une p^riode d'equilibre de deux heures est 

respectee . 

En t§te de colonne est recupere un extrait 
lipidique d'une teneur en lipides neutres sup^rieure £ 99 %. 

Le raffinat est r6cup6re en pied de colonne sous 
forme d'une dispersion de lipides polaires dans un melange 
eau/6thanol, avec la composition lipidique suivante : 

- Absence de lipides neutres (triglycerides et 

sterols) 

- Sphingolipides : 14,5 % dont 2 % de ceramides, 
12,5 % de glycosphingolipides 

- MGDG : 18,5 % 

- DGDG : 45 % 

- Phospholipides : 22 % 

2) Extractio n des lioi.des neutres. 
L'huile 1 est mise en Emulsion dans un melange 
eau/ethanol avec les proportions eau/huile/6thanol 84/10/6. 

Cette emulsion est injectde en tfite de colonne k 

un debit de 2 kg/h. . 

L ' extraction est conduite k 200 bar et 60°C avec 
un solvant constitu^ de dioxyde de carbone inject6 en pied 
de colonne k un ddbit de 23 kg/h et d'6thanol injecte entre 
le premier et le deuxieme etage de la colonne k un debit de 
2,4kg/h. 

Une periode d'equilibre de deux heures est 

respectee. 

En t§te de colonne est r<§cup6re un extrait 
lipidique d'une teneur en lipides neutres superieure k 99 % 
aprfes evaporation du solvant. 

Le raffinat est recup6r§ en pied de colonne sous 
forme d'un systeme disperse, avec la composition lipidique 
suivante : 
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-Absence de lipides neutres (triglycerides et 

sterols) 

- Sphingolipides : 14,5 % dont 2 % de c£ramides 
et 12,5% de glycosphingolipides 

- MGDG : 1,5 % 

- DGDG i 45 % 

- Phospholipides : 22 % 

3) mxadiflD te£ lipides nsutr<?s* 

L'huile 2 est mise en Emulsion dans un melange 
eau/6thanol avec les proportions eau/huile/ethanol 84/10/6. 

Cette Emulsion est injectee en t§te de colonne a 
un d6bit de 2 kg/h. 

L • extraction est conduite & 200 bar et 60°C avec 
un solvant const itu6 de dioxyde de carbone injects en pied 
de colonne £ un d£bit de 25 kg/h et d'6thanol injecte entre 
le premier et le deuxi&ne 6tage de la colonne k un debit de 
2,1 kg/h. 

Une p^riode d'^quilibre de deux heures est 

respect^e. 

En tSte de colonne est recup£r£ un extrait 
lipidique d'une teneur en lipides neutres sup^rieure II 99 %. 

Le raffinat est r6cup£r<§ en pied de colonne sous 
forme d'un syst&ne disperse de lipides polaires dans un 
melange eau/6thanol, avec la composition lipidique 
suivante : 

- Absence de lipides neutres (triglycerides et 

sterols) 

- Sphingolipides : 17,5 % dont 2,5 % de 
c§ramides, 15% de glycosphingolipides 

- MGDG : 23,5 % 

- DGDG : 59 % 

4) nhhentio n d'une coupe riche en sPhinqpUPideff 

et MGDG . 

Le raffinat obtenu ci-dessus en (2) est injecte 
en t§te de colonne ct un d6bit de 1 kg/h. 

L • extraction est conduite h 250 bar et 60°C avec 
un solvant constitu<§ de dioxyde de carbone injecte en pied 
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de colonne k un debit de 20 kg/h et d'ethanol injecte entre 
le premier et le deuxieme 6tage de la colonne a un debit de 
3kg /h. 

Apres une p^riode d'eguilibre de deux heures, 
l'extrait r£cup6re en tete de colonne est enrichi en lipides 
polaires les moins polaires de la classe des sphingolipides 
et MGDG avec la composition lipidique suivante : 

Sphingolipides (c^ramides) : 8 % 

MGDG : 82 % 

Glycosphingolipides : 6 % 
DGDG : 4 % 

En pied de colonne, le raffinat est r6cup6r£ 
sous forme d'une dispersion stable de lipides polaires 
considerablement enrichie en lipides les plus polaires de la 
classe des DGDG et phospholipides dans un melange 
eau/£thanol, avec la composition lipidique suivante : 

Glycosphingolipides : 13% 

DGDG : 59 % 

Phospholipides : 28 % 

5) Qbtention d'une coupe riche e n qlycplipides 

(DGDg) . 

La dispersion raffinat ci-dessus en (3) est 
injectee en t§te de colonne a un d6bit de 1 kg/h. 

L 1 extraction est conduite a 250 bar et 60°C avec 
un solvant constitud de dioxyde de carbone inject^ en pied 
de colonne a un d<§bit de 20 kg/h et d'ethanol injects entre 
le premier et le deuxi&me £tage de la colonne k un d6bit de 
3 kg/h. 

Apres une p£riode d'6quilibre de deux heures, 
l'extrait recup<§r£ en tete de colonne est enrichi en lipides 
polaires les moins polaires de la classe des sphingolipides 
et MGDG avec ela composition lipidique suivante : 

Sphingolipides : 40 % 

MGDG : 54 % 

DGDG : 6 % 

En pied de colonne est r6cup6r£e une dispersion 
de lipides polaires dans un melange eau/£thanol avec la 
composition lipidique suivante : 
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Glycosphingolipides : 4 % 
DGDG : 96 % 
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REVENDICATIONS 

1) Proced6 de fractionnement d'une matiere 
premiere naturelle ou synthetique composee de plusieurs 
constituants et contenant au moins un composant k caractere 
amphiphile, caracterise en ce que ledit fractionnement est 
realisee a l'aide d'un solvant a pression supercritique k 
partir d'une dispersion de ladite matiere premiere an sein 
d'un liquide insoluble ou tres faiblement soluble dans le 
solvant k pression supercritique. 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise 

en ce que : 

a) on prepare une dispersion k base de ladite 
matiere premiere au sein d'un liquide insoluble ou tres 
faiblement soluble dans le solvant a pression supercritique • 

b) on soumet ladite dispersion k une extraction 
k l'aide d'un solvant & pression supercritique, 

c) on recueille apres ladite extraction deux 
fractions dont l'une est enrichie en l'un au moins d'un des 
constituants de la matiere premiere, 

d) eventuellement, on repete 1' extraction sur 
l'une au moins des fractions recueillies k 1' extraction 
precedente un nombre de fois suffisant pour obtenir l'un des 
constituants de la matiere premiere sensiblement purifie 
dans une fraction, 

3) Procede selon la revendication 2, caracterist 
en ce qu' apres chaque extraction on recueille un raffinat et 
un extrait et en ce que 1 ' on soumet le raffinat a une 
nouvelle extraction. 

4) Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracteris6 en ce que la matiere 
premiere naturelle . ou synthetique composee de plusieurs 
constituants et contenant au moins un composant k caractere 
amphiphile est constitute principalement d'un melange de 
lipides comme une huile extraite de cereale par exemple de 
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bl£, de gluten de ble, d'orge, d'avoine, de millet, de riz, 
etc.... 

5) Proc6d6 selon la revendication 4, caract£ris£ 
5 en ce que le f ractionnement est realise en fonction de la 

polarite des constituants . 

6) Proced6 selon 1' une des revendications 4 ou 
5, caract£ris6 en ce que I'on recueille apres une ou 

10 plusieurs extractions un raffinat enrichi en lipides 

polaires appartenant k l'une au moins des classes 
suivantes : les sphingolipides, dont les c6ramides et les 
cdr^brosides, les glycolipides, dont les 

monogalactosyldiglyc^rides et les digalactosyldiglyc^rides , 

1 5 les phospholipides et parrot ceux-ci notamment les 

phosphatidyl-cholines , les phosphatidyl-6thanolamines , les 
phospholipides acides, et leurs d6riv6s. 

7) Proc6d6 selon l'une quelconque des 
20 revendications pr£c6dentes, caract6ris6 en ce que la 

dispersion est r6alis£e dans de l'eau pu dans une solution 
aqueuse de solvants organiques solubles dans l'eau, tels les 
alcools et de preference l'ethanol, les c£tones et de 
preference 1' acetone, les esters et de preference 1' acetate 
25 d'ethyle* 

8) Proc£d6 selon l'une quelconque des 
revendications pr6c6dentes, caracterise en ce que pour l'une 
au moins des extractions, on utilise comme solvant k 

30 pression supercritique, le dioxyde de carbone pur ou en 

melange avec diff^rents co-solvants choisis parroi les 
hydrocarbures lagers comprenant entre 2 et 8 atomes de 
carbone, les alcools et de preference l'ethanol, les cetones 
et de preference 1' acetone, les esters et de preference 

35 1' acetate d'ethyle, les hydrocarbures halog^nes et de 

preference les hydrocarbures fluores. 

9) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 2^8, caract6ris6 en ce que pour l'une au 
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moins des extractions, on utilise comme solvant a pression 
critique du dioxyde de carbone pur ou en melange avec un ou 
plusieurs des co-solvants, a une pression comprise entre 7,4 
et 50 Mpa et de preference entre 10 et 40 MPa et a une 
temperature comprise entre 0 et 80°C. 

10) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 9, caracterise en ce que pour l'une au 
moins des extractions, on utilise comme solvant a pression 
super critique un hydrocarbure ayant entre 2 et 5 a tomes de 
carbone, et de preference 3 ou 4 atomes de carbone. 

11) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 10, caracterise en ce que pour l'une au 
moins des extractions, on utilise comme solvant a pression 
supercritique un hydrocarbure ayant entre 2 et 5 atomes de 
carbone, et de preference 3 ou 4 atomes de carbone, a une 
pression comprise entre 4,2 et 20 MPa, et plus favorablement 
entre 5 et 15 MPa et a une temperature comprise entre 0 et 
80°C. 

12) Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il est mis 
en osuvre en utilisant un systeme de fractionnement en 
discontinu par charges successives ou en continu sur colonne 
et dans ce . dernier cas avantageusement sur une colonne 
fonctionnant a contre-courant . 

13) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 4 a 12, caracterise en ce que l'on realise 
plusieurs extractions successives sur une colonne 
fonctionnant en continu a contre-courant avec reflux 
d'extrait de facon a ce que la fraction obtenue en tete de 
colonne apres separation du solvant est considerablement 
enrichie en lipides les moins polaires par rapport a la 
matiere premiere de depart et en ce que la fraction 
recueillie en pied de colonne se presente sous la forme 
d'une dispersion dans un liquide qui est considerablement 
enrichie en lipides les plus polaires. 
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14) Procede selon la revendication 13, 
caracteris6 en ce que l'on realise plusieurs extractions 
successives sur une colonne fonctionnant en continu k 
contre-courant avec reflux d'extrait, avec un solvant d. 
pression supercritique constitue de dioxyde de carbone en 
melange avec de 1'ethanol k une concentration comprise entre 
1 et 5% masse, porte k une pression comprise entre 7,4 et 50 
MPa, et de preference entre 15 et 30 MPa, & une temperature 
comprise entre 32 et 80°C, de fagon & ce que le 
f ractionnement d'une charge ne contenant plus de lipides 
neutres conduise k une fraction obtenue en tete de colonne 
apr&s separation du solvant, qui est trfes enrichie en 
sphingolipides, dont les c^ramides et les c6r6brosides , par 
rapport k la charge. 

15) Proc6d6 selon la revendication 14, 
caract6ris£ en ce que l'on realise plusieurs extractions 
successives sur une colonne fonctionnant en continu ^ 
contre-courant avec reflux d'extrait, avec un solvant k 
pression supercritique constitue de dioxyde de carbone en 
melange avec de 1'ethanol k une concentration comprise entre 
3 et 8% masse, k une pression comprise entre 7,4 et 50 MPa, 
et de preference entre 12 et 30 MPa, k une temperature 
comprise entre 32 et 80°C, de fagon k ce que le 
f ractionnement conduise k une fraction obtenue en t£te de 
colonne aprfes separation du solvant, qui est tr£s enrichie 
en digalactosyldiglycerides par rapport k la charge, 

16) Proc6de selon l'une quelconque des 
revendications 4 k 12, caracterise en ce que 1 ' on realise 
plusieurs extractions successives en discontinu dans un 
contacteur constitue d'un recipient sous pression 
eventuellement dote d'un garnissage destine k ameiiorer la 
qualite du contact entre les deux phases du melange k 
fractionner mis initialement en dispersion, avec un solvant 
k pression supercritique dont le pouvoir solvant va etre 
modifie en plusieurs etapes successives de mani^re k 
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extraire successivement les differentes families de lipides 
par ordre croissant de polarite. 

17) Proc<§d6 selon l'une des revendications 4 k 
12, caracteris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- on prepare une dispersion k base du melange de 
lipide k fractionner dans de l'eau; 

on traite 1' Emulsion sur une colonne 
fonctionnant k contre-courant avec reflux d'extrait, op<§r£e 
avec du dioxyde de carbone pur ou additionne d'un co-solvant 
non polaire £ pression supercritique dans des conditions de 
pression et de temperature telles que la fraction obtenue en 
t§te de colonne aprfes separation du solvant, appeiee 
g^n^ralement extrait, est considerablement enrichie en 
lipides neutres, tels les triglycerides et les sterols, et 
appauvrie en composes polaires qui sont quasiment en 
totality recuper^s en pied de colonne dans la fraction 
appeiee raffinat se pr6sentant comme une Emulsion dans 
1 * eau ; 

- le raffinat est fractionne sur une colonne 
fonctionnant & contre-courant avec reflux d'extrait, op£r£e 
avec du dioxyde de carbone, additionne d'un co-solvant 
polaire, k pression supercritique comme solvant dans des 
conditions de pression et de temperature telles que la 
fraction obtenue en t£te de, colonne apr£s separation du 
solvant, est considerablement enrichie en composes les moins 
polaires, tels les sphingolipides, dont les ceramides, et 
les monogalactosyldiglycerides (MGDG) , et appauvrie en 
composes les plus polaires, tels les glycosphingolipides et 
les digalactosyldiglycerides (DGDG) et les phospholipides, 
qui sont tous r6cuperes en pied de colonne sous forme d'une 
emulsion dans une solution aqueuse du co-solvant polaire 
utilise,- 

le raffinat, obtenu lors de 1 1 etape 
precedente, est fractionne sur une colonne fonctionnant £ 
contre-courant avec reflux d'erttrait, operee avec du dioxyde 
de carbone, additionne d'un . co-solvant polaire, choisi 
avantageusement identique k celui utilise, dans l'etape 
precedente, k pression supercritique comme solvant dans des 
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conditions de pression et de temperature telles que la 
fraction obtenue en tgte de colonne aprfes separation du 
solvant, est consid£rablement enrichie en composes 
moyennement polaires, tels les digalactosyldiglyc^rides 
(DGDG) , et appauvrie en composes les plus polaires, tels les 
phospholipides, qui sont tous r6cup6r<§s en pied de colonne 
sous forme d'une emulsion dans une solution aqueuse du co- 
solvant polaire utilise. 

- on r£p£te plusieurs fois le f ractionnement du 
raffinat obtenu h l'etape prtcedente sur le m&me type 
d'equipement mais en accroissant k chaque fois la polarity 
du fluide solvant en faisant varier sa pression, sa 
temperature et teneur en co-solvant, de fagon h stparer 
success ivement chacune des families de phospholipides et de 
leurs d6riv£s, parmi lesquels on peut citer : phosphatidyl- 
ethanolamine, phosphatidyl-choline, phospholipides acides. 

18) Proc^de de purification des lipide polaires 
& partir d'une mati&re naturelle ou synth6tique constitute 
principalement d'un melange de lipides, caract£ris6e en ce 
que l'on fractionne ladite mati^re par un proc6d£ selon 
l'une quelconque des revendications 4 k 17. 
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